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RESUMO 
 
A formação de óxido nítrico (NO) derivado de nitrito exerce efeitos anti-hipertensivos 
em modelos clínicos e experimentais de hipertensão. Estudos recentes demonstraram que 
o nitrito em dose sem efeito anti-hipertensivo (1mg / kg) possui propriedades 
antioxidantes em modelos animais, diminuindo a produção de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) nos tecidos e aumentando a biodisponibilidade do NO. Assim, 
moléculas que exercem efeitos vasodilatadores e / ou anti-hipertensivos e que têm seu 
efeito prejudicado pelo estresse oxidativo na hipertensão podem apresentar melhora com 
o tratamento crônico com essa droga. Além desse efeito no organismo, o nitrito pode de 
alguma forma inibir enzimas cuja atividade é aumentada na doença. Levando isso em 
consideração, nosso grupo decidiu examinar se o tratamento crônico de nitrito em uma 
dose sem efeito anti-hipertensivo poderia melhorar as respostas do enalapril, também em 
uma dose baixa, diminuindo o estresse oxidativo e inibindo a enzima conversora da 
angiotensina (ECA). Para tanto, tratamos cronicamente ratos de dois rins e um clipe 
(2R1C) por uma semana com enalapril e nitrito, combinados ou não, em baixas doses e 
examinamos os níveis de estresse oxidativo, atividade da ECA no plasma e aorta, 
fluorescência do DAF II e curva dose-resposta da bradicinina (BK) na pressão arterial 
invasiva. Consistente com estudos anteriores do nosso grupo, o tratamento com nitrito 
não afetou a atividade circulante da ECA, no entanto, este é o primeiro estudo a mostrar 
evidências consistentes de que o tratamento com nitrito de sódio em uma dose não anti-
hipertensiva tem um efeito aditivo com enalapril e melhorar respostas de enalapril na 
pressão arterial inibindo a ECA e diminuindo os níveis de estresse oxidativo em ratos 
2R1C.  
 
 
ABSTRACT 
 
Nitrite-derived nitric oxide (NO) formation exerts antihypertensive effects in clinical and 
experimental models of hypertension. Recent studies have shown that nitrite in a dose 
without antihypertensive effect (1mg/kg) has antioxidant properties in animal models, by 
decreasing reactive oxygen species (ROS) production in the tissues and increasing the 
bioavailability of NO. Thus, molecules that exert vasodilator and/or antihypertensive 
effects and that have their effect impaired by oxidative stress in hypertension may have 
an improvement with chronic treatment with this drug. Besides this effect in the organism, 
nitrite can somehow inhibit enzymes which may show increased activity in disease 
conditions. Taking this into consideration, our group decided to examine whether chronic 
treatment of nitrite in a dose without antihypertensive effect could improve the responses 
to enalapril, also in a low dose, by blunting oxidative stress and by inhibiting angiotensin 
converting enzyme (ACE). For that, we treated two-kidney-one-clip (2K1C) rats for one 
week with enalapril and nitrite, combined or not, at low doses and examined oxidative 
stress levels, ACE activity in plasma and aorta, DAF II fluorescence and the blood 
pressure responses to increasing doses of bradykinin (BK) in invasive blood pressure. 
Consistent with previous studies from our group, nitrite treatment did not affect 
circulating ACE activity. However, this is the first study to show consistent evidence that 
sodium nitrite treatment at a non-antihypertensive dose has an additive effect to those 
found enalapril. Nitrite improved the blood pressure responses to BK and to enalapril by 
inhibiting ACE and decreasing oxidative stress levels in 2K1C rats.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Hipertensão arterial sistêmica 
A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é classificada, de acordo com a Sociedade 
Brasileira de Cardiologia, como uma condição clínica multifatorial caracterizada por 
níveis elevados e sustentados de pressão arterial (PA). Associa-se frequentemente a 
alterações funcionais e/ou estruturais dos órgãos-alvo (coração, encéfalo, rins e vasos 
sanguíneos) e a alterações metabólicas, com consequente aumento do risco de eventos 
cardiovasculares fatais e não-fatais [1]. Considerada como um dos principais fatores de 
risco modificáveis e um dos grandes problemas de saúde no mundo todo, a HAS é 
responsável sozinha por mais de sete milhões e meio de mortes por ano e acomete 
aproximadamente um bilhão de pessoas no mundo [2]. 
O elevado índice de mortalidade relacionado à doença se deve, na maioria dos 
casos, à associação com outras doenças cardiovasculares (DCV), como infarto de 
miocárdio, insuficiência cardíaca cognitiva, insuficiência renal, entre outras, 
representando cerca de 50% das diversas causas de óbitos mundialmente [1]. No Brasil, 
de acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia, as DCV causam por ano mais de 
300 mil óbitos, sendo 13,8% delas ligadas diretamente com a HAS, como mostra a Figura 
1. Além da elevada mortalidade, atinge 26,4% da população adulta mundial [2], gerando 
um elevado índice de internações e, consequentemente, enormes custos médicos e 
socioeconômicos.  
 
Figura 1- Taxa de mortalidade no Brasil por doença cardiovascular (DCV) e distribuição por causas no ano 
de 2013. DIC: doenças isquêmicas do coração; DCbV: doença cerebrovascular; DH: doenças hipertensivas; 
ICC: insuficiência cardíaca congestiva. Fonte: Diretriz Brasileira de Hipertensão, 2017) 
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É considerado como hipertensão valores de PA sistólica ≥ 140 mmHg e de PA 
diastólica ≥ 90 mmHg em medidas de consultório [1]. O diagnóstico deverá ser sempre 
validado por medidas repetidas, em condições ideais, em pelo menos, três ocasiões [2]. 
Fatores como a idade, gênero, obesidade, genética, peso, dieta, ingestão de álcool e 
atividade física são considerados de risco para a HAS, sendo ela mais prevalente em 
pessoas acima dos 65 anos (60%), em mulheres (até a 5ª década, é mais comum acometer 
homens), com dietas alimentares utilizando elevada ingestão de sal, obesidade e 
sedentarismo [3]. 
Após a detecção da doença e sua categoria determinada por um médico 
especializado, características gerais do paciente devem ser avaliadas, tanto as 
relacionadas com fatores de risco quanto às outras doenças que este paciente possa ter, 
para que os medicamentos selecionados possam ser eficazes [1]. Os principais objetivos 
destes tratamentos são a redução da mortalidade e morbidade das doenças 
cardiovasculares [4]. Sabendo-se da importância da hipertensão arterial e seus altos 
índices de morbidade, diversos grupos de pesquisa vem realizando estudos em animais e 
desenvolvendo modelos de hipertensão arterial, como por exemplo ratos 
espontaneamente hipertensos (SHR) [5], desoxicorticosterona-acetato (DOCA-sal) [6], 
L-NAME e, por fim o modelo dois rins, um clipe (2R1C) [7], este último utilizado neste 
estudo.  
O modelo 2R1C conduz a um aumento gradual e crônico de PA, atingindo um 
platô a partir da segunda semana, mas pode ocorrer um decréscimo em 10-20% dos 
animais utilizados [7]. A obstrução da artéria renal tem como função, a curto prazo, 
diminuir a quantidade de sangue perfundido no rim e, consequentemente, uma menor 
quantidade de água e eletrólitos a serem filtrados e reabsorvidos, ativando o sistema 
renina-angiotensina-aldosterona, explicada detalhadamente na seção 1.3 deste trabalho 
[8]. A longo prazo, o aumento da PA gera diversos danos teciduais, como a disfunção 
endotelial e hipertrofia renal [9]. Estes efeitos derivam, além da pressão elevada e 
sustentada, do aumento da atividade de enzimas oxidativas como a beta-nicotinamida 
adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase e a xantina oxidoredutase (XOR), que 
aumentam a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), as quais podem reagir 
com diversos componentes químicos, como proteínas, aminoácidos ou compostos 
gerados de reações celulares (Lerman, Chade et al. 2005). Tal aumento de atividades de 
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enzimas gera o estresse oxidativo, o qual contribui para a inflamação e remodelamento 
vascular.  
 
1.2 Estresse oxidativo 
O termo estresse oxidativo teve sua primeira definição original por Sies, em 1985 
[10], como “um desequilíbrio entre atividades de enzimas pro-oxidantes e anti-oxidantes, 
gerando uma elevada quantidade de espécies reativas de oxigênio (EROs) levando a um 
dano tecidual.” [11]. No contexto desta época, as EROs eram produtos celulares 
extremamente prejudiciais ao organismo, já que se encontram em elevadas concentrações 
em diversas condições patológicas, causando dano lipofílico, proteico e de DNA [12]. 
Desde então, estudos diversos tem avaliado o papel das EROs e evidenciaram que em 
concentrações ideais elas tem importantes papeis fisiológicos em mecanismos como 
sinalização celular, regulação e diferenciação do crescimento celular, tônus vascular, 
migração celular, inflamação e respostas imunes [13]. 
Em condições fisiológicas, as EROs são produzidas em níveis baixos e 
controlados, onde sua produção e eliminação são mantidos em um determinado limiar 
considerado estável [13]. Entretanto, este equilíbrio pode ser perturbado em algumas 
condições, como: elevação na concentração de compostos exógenos e/ou endógenos que 
sofrem auto-oxidação juntamente com a EROs, esgotamento da reserva de antioxidantes 
de baixo peso molecular, a inativação das enzimas antioxidantes, a redução da produção 
das enzimas antioxidantes e, por fim, combinações de um ou mais fatores citados acima 
[14].  .Este crescimento na concentração de EROs podem apresentar efeitos distintos, de 
acordo com o local onde ocorre e suas interações celulares [15].  
O estresse oxidativo ocorre em níveis distintos, que levam em consideração a 
concentração de EROs e a capacidade das enzimas antioxidantes de reverter este 
crescimento dessas espécies reativas, atingindo uma estabilização e se neste processo 
houve dano celular ou tecidual. De acordo com Lushchak, há três tipos de estresse 
oxidativo, mostrados na Figura 3: agudo, “quasy-stationary” e crônica. 
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Figura 2 - Dinâmica do nível de EROs sob controle e condições estressantes em sistemas biológicos. 
Modificado de (Lushchak 2014). 
 
No estresse oxidativo agudo, há uma elevação de EROs que ultrapassa seu limiar 
fisiológico e no qual os sistema oxidantes são capazes de retornar para o estado inicial, 
pois nesta situação ainda não ocorreu dano celular [15]. No estresse oxidativo crônico, 
associado a diversas doenças cardiovasculares [16], os níveis de EROs se encontram em 
concentrações nas quais os sistemas antioxidantes não são capazes de neutralizá-los 
totalmente e, desta forma, o limiar inicial é estendido ou levemente aumentado, 
perturbando a homeostase celular; por fim, o estresse “quasy-stationary” é aquele no qual 
os níveis de EROs são extremamente elevados e não se estabilizam, determinando um 
novo limiar para estas substâncias, e isto requer uma reorganização de toda a homeostase 
celular, incluindo a das EROs [17].  
 
1.2.1 Espécies reativas de oxigênio 
As EROs são compostos químicos derivados do metabolismo do oxigênio, que 
são encontradas na maioria dos sistemas biológicos aeróbicos, sendo sua produção 
realizada na mitocôndria, por enzima pro-oxidantes como a NADPH oxidase e XOR e na 
óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) desacoplada [18]. A síntese mitocondrial ocorre 
na cadeia transportadora de elétrons  da membrana interna da mitocôndria, sendo sua 
operação acoplada com uma fosforilação oxidativa para a produção de adenosina 
trifosfato (ATP) [13]. Um pouco menos de 10% do oxigênio consumido sofre reduções 
sucessivas de um elétron, convertendo o oxigênio molecular no ânion superóxido (O2-), 
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seguida da redução de um elétron juntamente com um acoplamento de dois prótons de 
hidrogênio, formando o peróxido de hidrogênio (H2O2) [15]. Em seguida, a molécula de 
H2O2 “aceita” mais um elétron e se divide em radical hidroxil (HO-) e aniôn hidroxil (OH-
) e, por fim, o radical hidroxil interage com um elétron e um próton, gerando a molécula 
de água [15]. Todo este mecanismo citado acima está detalhado na Figura 3: 
 
Figura 3 - Síntese de espécies reativas de oxigênio na cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria. 
Retirada de (Lushchak 2014) 
 
Além de se formarem na membrana interna mitocondrial, EROs podem ser 
sintetizadas através da ação de enzimas com atividades pro-oxidantes, como a NADPH 
oxidase, a qual possui diversas subunidades essenciais para sua atividade oxidativa (por 
exemplo a p47phox e p22hox), a XOR e o complexo citocromo P450 (este atuante no 
retículo endoplasmático da célula)  [19]. Após sua formação, as EROs (em especial o O2-
) reagem com outros compostos químicos circulantes nas células formando outras EROs, 
como  o peroxinitrito (OONO-), formado através da reação do O2- com o óxido nítrico 
(NO) [20] . 
A sinalização e ações realizadas pelas EROs dependem do local onde foram 
produzidas, tipos de espécies geradas, tempo de meia-vida das espécies e da 
permeabilidade da membrana celular, a ação de enzimas oxidantes e sua concentração no 
local [21]. Em condições fisiológicas, as EROs encontram-se presentes no organismo em 
baixas concentrações e exercem diversos mecanismos celulares que estão envolvidos na 
regulação da proliferação celular, apoptose e expressão gênica acionando fatores de 
transcrição específicos [15]. Sua geração por fagócitos é essencial para o mecanismo de 
defesa contra fungos e bactérias. Em condições patológicas, por outro lado, as EROs 
atuam ligando-se a compostos como proteínas, DNA, lipídeos, entre outros, mudando sua 
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estrutura conformacional, alterando sua ação no organismo e causando, 
consequentemente, danos celulares e teciduais severos [15].  
Na HAS, um grande número de estudos demonstrou que dentre as enzimas mais 
atuantes no estresse oxidativo, a maior fonte de EROs é a NADPH oxidase, a qual é 
ativada pela angiotensina-II, atuando nos receptores AT1, gerando contração dos vasos 
[22].  
 
1.3 Sistema renina-angiotensina 
O sistema renina-angiotensina (SRA) é um complexo hormonal que desempenha 
um papel fundamental no controle da homeostase hidroelétrica do organismo e na 
regulação da pressão arterial e, devido a isso, contribui diretamente para o 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares com a HAS [23]. Inicialmente, o sistema 
foi investigado em 1898 por Robert Tigerstedt e seu estudante Per Bergman através da 
descoberta da renina, substância esta encontrada em extratos renais que apresentava 
efeitos pressóricos [24]. Porém, tal substância passou despercebida até o desenvolvimento 
do clássico modelo de hipertensão desenvolvido por Goldblatt [7]. Nos anos seguintes, 
pesquisas simultâneas em Buenos Aires e Indianapolis descreveram um novo composto 
em rins sob isquemia. Após a extração, foi demonstrado que havia no plasma um agente 
vasoconstritor com efeito passageiro. A conclusão desses estudos foi que a renina agia 
enzimaticamente em uma proteína plasmática e produzia uma nova substância, 
denominada de hipertensina pelos pesquisadores argentinos e angiotonina pelos 
americanos; em 1958, os grupos entraram em um acordo e a substância foi denominada 
angiotensina [25]. 
 A principal cascata celular ocorre nos rins e se dá através da ativação da renina 
nas células justaglomerulares do túbulo distal dos néfrons, responsáveis por detectar uma 
diminuição da concentração de eletrólitos como o NaCl. A renina quando ativa cliva o 
angiotensinogênio em angiotensina I, que por sua vez é clivada pela ECA e convertida a 
Ang II, um octapeptído que atua através da ligação a seus receptores AT1 e AT2 (Figura 
7, Trimarco, Santoro et al. 2017). Destes dois receptores, a ligação da Ang II com o 
receptor AT1 é responsável por promover vasoconstrição, induzir inflamação, 
crescimento celular, mitogenese, apoptose, migração e, por fim, ativar múltiplas 
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sinalizações celulares que podem contribuir para injúria tecidual e no desenvolvimento 
de diversas patologias [27].  
A vasoconstrição promovida pela Ang II é derivada do aumento do cálcio 
intracelular nas células de músculo liso dos vasos promovendo a fosforilação da cadeia 
leve de miosiona. Para tanto, a Ang II liga-se ao receptor AT1 ativando a fosfolipase C 
(PLC), que promove a conversão fosfoinositol bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trifosfato 
(IP3) [28]. O IP3 liga em seu receptor que promove o aumento do cálcio intracelular e a 
fosforilação da quinase da cadeia leve de miosina, responsável por fosforilar a cadeia leve 
de miosina. Simultaneamente a essa cascata celular, a Ang II ativa a NADPH oxidase, 
através da modificação proteica da subunidade p22phox aumentando a produção de 
EROs, que também se ligam ao receptor de IP3, além de ativar canais de cálcio do tipo L 
e inibir a SERCA, eventos que desencadeiam o aumento do cálcio intracelular e 
constrição dos vasos [29]. 
Juntamente com os mecanismos de ação da Ang II, a ECA, enzima altamente 
expressa no endotélio, também desempenha um importante papel em mecanismos 
fisiopatológicos na HAS, pois além de converter a Ang I em Ang II, é responsável por 
clivar, no seu domínio N-terminal, a bradicinina (BK), peptídeo responsável por 
promover vasodilatação e controle do tônus vascular [30]. A BK, peptídeo descoberto na 
década de 1940 por Rocha e Silva, promove vasodilatação através da ligação com seus 
receptores acoplados com proteína G denominados B1R e B2R. O receptor B2R é 
encontrado constitutivamente e expresso em abundância no endotélio, enquanto B1R é 
expresso em níveis baixos e regulado em resposta ao estresse, como isquemia/reperfusão, 
inflamação crônica ou diabetes [31,32]. A ativação dos receptores causa a translocação 
da fosfolipase citosólica A2 para a membrana celular, gerando um aumento de Ca2+ 
intracelular e liberação de mensageiros como prostaglandinas, EDRFs óxido nítrico (NO) 
[30]. 
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Figura 7 – Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. Adaptado de (Trimarco, Santoro et al 2017) 
 
1.4 Óxido nítrico 
O endotélio é a camada tecidual mais interna dos vasos, sendo responsável por 
regular o tônus vascular, a estrutura e função dos vasos através de diversos estímulos 
fisiológicos e liberando substâncias que podem atuar como agentes vasoconstritores ou 
vasodilatadores, que desempenham papel fundamental no controle da PA [33]. A 
importância desse tecido foi inicialmente demonstrada em experimentos ex vivo por 
Furchgott e Zawadzki, que revelaram o fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), o 
qual posteriormente foi identificado como NO [34,35]. 
A síntese canônica de NO, demonstrada no estudo de Ignarro, é dependente de 
enzimas NO-sintases, as quais catalisam a conversão de L-arginina em L-citrulina e NO 
(Figura 5). Tais enzimas são encontradas em três isoformas: neuronal (nNOS), induzida 
(iNOS) e endotelial (eNOS), sendo a eNOS a principal isoforma para a manutenção da 
homeostase e tônus vascular [36]. Além de ser encontrada no endotélio, a eNOS é 
encontrada em neurônios, células epiteliais e cardiomiócitos. A atividade desta é enzima 
é regulada pela interação do complexo Ca2+/Calmodulina através do aumento das 
concentrações de cálcio intracelular desencadeadas por alguns agonistas como a 
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acetilcolina (Ach), catecolaminas, ATP, bradicinina ou por estímulos físicos como a força 
de cisilhamento (shear stress) [36]. 
Ao ser ativada pelo complexo Ca2+/Calmodulina, a eNOS produz NO através da 
conversão da L-citrulina em L-argnina e NO, que por sua vez se difunde, devido a sua 
propriedade gasosa e lipofílica, do endotélio para a célula muscular lisa e interage ao 
grupo heme da enzima guanilato-ciclase solúvel (GCs), tornando-a ativa [37]. 
Essa enzima converte no músculo liso a guanosina trifosfato (GTP) em guanosina-
monofosfato cíclica (GMPc), acumulando-a na célula e, por conseguinte, o GMPc ativa 
a proteína quinase G (PKG) na célula muscular lisa [38]. Esta proteína leva ao 
relaxamento muscular devido à diminuição na concentração do cálcio intracelular por 
mecanismos e cascatas celulares diversas como: desfosforirilação da cadeia leve de 
miosina do músculo liso tornando-a inativa; a fosforilação de canais de potássio ativados 
por cálcio de alta condutância levando a hiperpolarização celular pela saída deste íon [38]; 
a inativação de canais de cálcio do tipo L [39]; a fosforilação ao receptor de inositol-
1,4,5-trifosfato (suprime a liberação do cálcio para o citoplasma) e a fosfolamban (efeito 
inibitório sobre  o retículo sarcoplasmático ATPase -SERCA que promove o sequestro de 
cálcio sarcoplasmático) no retículo sarcoplasmático [38].   
 
Figura 5 - Síntese clássica de óxido nítrico. Adptado de Oliveira-Paula et al 2016 
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Desde a descoberta do NO como um EDRF, alguns estudos tem demonstrado a 
importância deste composto para a manutenção da PA, como por exemplo a indução de 
HAS através da inibição farmacológica da eNOS por L-arginina-metil-ester (L-NAME) 
[40]. Além disso, a diminuição da biodisponibilidade de NO circulante promove o 
aumento da resistência vascular periférica, com consequente aumento da PA [38] 
Assim, essa alteração é apontada como uma das principais causas relacionadas ao 
desenvolvimento da HAS [41]. 
Apesar da relevância da via clássica do NO, estudos tem identificado uma via 
alternativa de síntese de NO independente da eNOS, via esta conhecida como via 
nitrato-nitrito-NO, explicada detalhadamente na seção a seguir.  
 
1.4.1 Formação de óxido nítrico por uma via independente da 
eNOS 
O NO formado pela eNOS é convertido e metabolizado a nitrito, sendo 
rapidamente convertido a nitrato e ambos compostos não eram descritos com importância 
fisiológica [42]. Entretanto, nas últimas décadas, diversos estudos farmacológicos e 
bioquímicos procuraram revisar a via clássica e, através deles, compostos como o nitrito 
e nitrato, até então sem importância fisiológica, mostraram desempenhar um importante 
papel na fisiologia de ratos e humanos [43]. O primeiro composto a ganhar esta 
importância foi o nitrito, onde foi evidenciado sua importância fisiológica no trato 
gastrointestinal [42]. 
Dois estudos independentes demonstraram que a saliva rica em nitrito gera NO 
no estômago de forma dependente do pH e da concentração de nitrito [44,45], sendo que 
o primeiro deles foi o primeiro a sugerir uma via de formação de NO independente de 
NOS e o segundo o primeiro a demonstrar a formação de NO através de nitrito e nitrato 
inorgânico em humanos. Esta via alternativa de formação de NO foi denominada de via 
nitrato-nitrito NO, esquematizada na Figura 9 [43] 
A formação de nitrato se dá através da oxidação do NO e é complementada pela 
ingestão de alimentos ricos em nitrato pela dieta, sendo este rapidamente absorvido pelo 
trato gastrointestinal [46]. Uma grande porção deste nitrato formado é eliminado através 
da urina, porém uma porção deste nitrato é reabsorvido no sangue e concentra-se no trato 
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bucal, mais precisamente nas glândulas salivares, sendo a concentração de nitrato nesta 
região 10 as 20 vezes maior do que no plasma [43]. A redução de nitrato a nitrito ocorre 
na cavidade bucal e é promovida por bactérias, as quais desempenham um papel de 
barreira biológica entre o ambiente externo e o organismo, possuindo diversos 
mecanismos de defesa. Dentre elas, encontram-se as com propriedades nitrato-redutases, 
principalmente Veillonella atypica e Veillonella díspar [42]. 
Este nitrito formado através da secreção da saliva é então deglutido e transportado 
pelo trato gastrointestinal. No estômago, em contato com pH ácido, o nitrito é convertido 
a NO [45]. Estudos evidenciaram que este NO formado pode desempenhar outros papéis 
fisiológicos além do relaxamento vascular. Devido ao fato do nitrito deglutido ter sido 
formado por bactérias da cavidade bucal e estas desempenham um papel protetor, o NO 
intragástrico tem uma função gastroprotetora, com mecanismos de ação ainda incertos. 
Sendo assim, parte do NO formado pode permanecer no estômago e o restante se difunde 
pelos tecidos e pelo sangue, podendo promover relaxamento vascular [47]. 
O nitrito remanescente é rapidamente absorvido e convertido a NO por enzimas 
nitrito-redutases como a XOR, AO e SO no sangue e nos tecidos [48]. Por fim, o NO e o 
nitrito são oxidados a nitrato, o qual pode ser excretado pelo sistema renal ou reabsorvido, 
iniciando outro ciclo nitrato-nitrito-NO [43]. 
 
 
Figura 6 - Via nitrato-nitrito-NO. Adaptado de (Lundberg et al. 2008) 
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Após a sua descoberta, a via nitrito-nitrato-NO tem sido estudada em diferentes 
contextos, principalmente na área cardiovascular, já que esta via é capaz de produzir um 
importante efeito vasodilatador sem depender da eNOS, esta com sua atividade reduzida 
em doenças associadas à disfunção endotelial como a HAS [48]. Desta forma, o nitrito, 
anteriormente considerado irrelevante para processos fisiológicos, tem sido demonstrado 
como uma importante substância no sistema cardiovascular, desempenhando um 
importante papel no controle da PA [43].  
 
1.5 Efeitos do nitrito de sódio na hipertensão 
Apesar de boa parte do conhecimento sobre os efeitos do nitrito na PA terem sido 
descritos nas últimas décadas, estudos antigos já demonstravam o efeito vasodilatador do 
nitrito de sódio em aortas pré-contraídas, porém as concentrações da substância utilizadas 
foram muito maiores do que as encontradas em condições fisiológicas [34].  
Devido às diversas evidências farmacológicas e bioquímicas sobre o importante 
papel do NO para o controle da PA e a capacidade do organismo de metabolizar nitrito 
em NO, diversos estudos se propuseram a verificar os efeitos do nitrito sobre a PA em 
animais hipertensos. Um dos primeiros estudos neste sentido foi realizado por Beier [50], 
o qual verificou que uma única dose de nitrito (15 mg/kg) era capaz de reduzir a PA em 
ratos SHR. Mais recentemente, demonstrou-se que o tratamento crônico com nitrito com 
esta mesma dose é capaz de reduzir a PA nos modelos L-NAME [51] e 2R1C [52]. 
Interessantemente, observou-se que os efeitos vasodilatadores do nitrito são 
significativamente mais intensos em animais hipertensos do que em normotensos [53]. 
Embora o aumento no tônus basal nos animais hipertensos possa resultar em uma 
sensibilidade aumentada a vasodilatadores, essa ideia aparentemente não se aplica ao 
nitrito [53], sugerindo que a sensibilidade aumentada a este composto em animais 
hipertensos reflete um aumento na sinalização das vias que regulam a bioativação do 
nitrito, como é o caso da XOR [51].  
Levando isso em consideração e sabendo-se que o nitrito de sódio exerce efeitos 
antioxidantes em animais hipertensos [52], tem-se estudado os efeitos exercidos pelo 
tratamento crônico com nitrito de sódio em diferentes doses, elas exercendo ou não um 
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efeito anti-hipertensivo. Um estudo recente do nosso grupo demonstrou que animais 
hipertensos tratados com nitrito na dose de 1 mg/kg [54], ao contrário daqueles tratados 
na dose 15mg/kg, não apresentaram queda na pressão ao longo de quatro semanas de 
tratamento.  
Porém, a dose mais baixa de nitrito foi capaz de diminuir a produção de EROs nas 
aortas e reverter parte do remodelamento vascular presente na HAS (Guimarães, dos 
Passos et al. 2018; Figura 7 e 8). Sendo assim, com essa propriedade antioxidante 
presente, o nitrito pode melhorar o efeito de moléculas que exercem efeitos 
vasodilatadores e/ou anti-hipertensivos e têm seu efeito prejudicado pelo estresse 
oxidativo e podem inibir enzimas cuja atividade é aumentada na hipertensão [55]. 
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Figura 7 – Efeitos na pressão arterial sistólica de animais tratados com nitrito de sódio em diferentes doses. 
O nitrito de sódio na dose de 1 mg/kg não apresentou queda na pressão ao longo de quatro semanas de 
tratamento. Fonte: Guimarães et al. 2018 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 – Animais hipertensos tratados com nitrito de sódio em duas doses distintas. Aqueles que 
receberam gavagem de nitrito na dose de 1mg/kg não apresentaram queda na pressão sistólica, porém foi 
capaz de exercer efeitos antioxidantes. Fonte: Guimarães et al. 2018 
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Dessa forma, o nitrito pode melhorar as respostas de drogas anti-hipertensivas 
como o enalapril, um inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA). Um estudo 
do nosso grupo mostrou, entretanto, que o tratamento com o nitrito de sódio não é capaz 
de diminuir a atividade da enzima no plasma, mesmo em elevadas doses [56]; neste 
estudo, porém, não foi avaliação a atividade da ECA em outros tecidos como a aorta, 
tecido no qual o sistema renina-angiotensina  também apresenta uma maior atividade em 
hipertensos quando comparados com controles normotensos  [57]. Como não há muitos 
estudos na literatura que abordem os efeitos exercidos pelo nitrito de sódio em uma dose 
não anti-hipertensiva e seus possíveis mecanismos de ação no organismo, acreditamos 
que há a necessidade de elucidar tais mecanismos e que interações ele pode exercer com 
fármacos anti-hipertensivos, como é o caso do enalapril. 
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2. HIPÓTESE 
 
A hipótese deste presente estudo é que o tratamento crônico com nitrito de sódio em 
uma dose não anti-hipertensiva (1mg/kg) melhora os efeitos cardiovasculares 
promovidos pelo enalapril por exercer efeitos antioxidantes. 
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3. OBJETIVOS 
 
O objetivo geral do presente estudo é avaliar os efeitos do tratamento 
com nitrito de sódio em uma dose sem efeito anti-hipertensivo sobre os 
efeitos do enalapril. 
 
3.1 Objetivos específicos 
 
- Avaliar o aumento da biodisponibilidade do NO tecidual em animais 
hipertensos tratados com nitrito de sódio 1mg/kg e seu possível efeito quando 
associado ao tratamento com enalapril; 
- Avaliar os efeitos do tratamento do nitrito sobre a atividade plasmática e 
tecidual da ECA in vivo e in vitro; 
- Avaliar os efeitos do nitrito de sódio 1mg/kg sobre o estresse oxidativo 
em animais 2R1C 
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4. METODOLOGIA 
 
4.1 Considerações gerais 
 
Para este estudo foram utilizados ratos Wistar Hannover (180 a 200 g), 
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirão Preto, da Universidade de São 
Paulo. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura 
controlada (22-25ºC), com livre acesso à ração e água. Este estudo recebeu aprovação 
da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de 
Ribeirão Preto (Protocolo 134/2017; Anexo 1). 
 
4.2 Indução da hipertensão: Modelo dois rins, um clipe  
A técnica de indução de hipertensão consiste na estenose da artéria renal esquerda 
por meio de uma introdução de um clipe de prata com abertura de 0,2 mm sobre essa 
artéria. Como descrito anteriormente, a introdução do clipe promove um aumento na 
ativação do sistema-renina-angiotensina, o que resulta no aumento da pressão arterial e 
no desenvolvimento da hipertensão [7] Os animais controles (Sham) apenas foram 
submetidos a laparotomia abdominal, sem introdução do clipe na artéria renal. Todos os 
animais submetidos à cirurgia foram anestesiados com ketamina (100mg/kg) e xilasina 
(10mg/kg) por via intra-peritoneal (i.p.). 
 
4.3 Grupos experimentais 
O protocolo experimental deste estudo consiste em três semanas, sendo duas de 
indução da hipertensão e uma de tratamento dos animais. Ao longo dessas três semanas, 
a pressão arterial foi medida por plestimografia de cauda. Para isto, um manguito 
acoplado a um transdutor de pressão foi colocado em torno da cauda dos animais 
acordados e previamente aquecidos (em gabinetes com temperatura de 37ºC). As 
variações da pressão foram capturadas por um programa específico de aquisição de dados: 
PowerLab 4/S analog-to-digital converter (AD Instruments Ltd., (Castle Hill, Australia), 
e os resultados foram representados por uma média de três medidas consecutivas para 
cada animal. 
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Após a segunda semana, todos os animais incluídos no estudo foram 
randomizados em quatro tratamentos distintos: água, nitrito 1mg/kg, enalapril 3mg/kg e 
nitrito + enalapril. Apenas ratos 2R1C que apresentavam pressão arterial sistólica (PAS) 
≥ 160mmHg após a segunda semana de hipertensão foram incluídos neste estudo. Ao 
final do protocolo, os animais foram anestesiados com tribromoetanol (100 mg/kg), 
eutanasiados e em seguida amostras de aorta e plasma foram retiradas e armazenadas em 
freezer -80ºC. 
 
Observação importante:  
A dose de enalapril utilizada neste estudo foi escolhida por não apresentar efeitos 
anti-hipertensivos. Como não há na literatura estudos que utilizem doses sub-terapêuticas 
de enalapril, foi realizado um estudo piloto para determinação da dose. Para tanto, três 
animais normotensos na segunda semana de protocolo foram selecionados e em seguida 
anestesiados com ketamina (100mg/kg) e xilasina (10mg/kg) por via intra-peritoneal (i.p.) 
e submetidos à canulação da artéria femoral esquerda. Após seis horas da cirurgia, a 
pressão arterial invasiva foi medida nos animais em movimento livre. Os ratos receberam 
L-NAME (100mg/kg) por gavagem para aumentar a pressão arterial média (PAM) e após 
30 minutos foram submetidos a uma curva dose-resposta de enalapril (1mg/kg – 
100mg/kg) administradas por gavagem em um intervalo de 20 minutos entre doses 
(Tabela 1). 
 
Tabela 1 – Estudo piloto para determinação de uma dose não anti-hipertensiva de enalapril. Os 
valores presentes são referentes a PAM dos animais após 5 minutos da aplicação da dose do fármaco. 
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4.4 Ensaio de atividade da ECA in vivo 
A atividade da enzima conversora da angiotensina (ECA) plasmática e aórtica foi 
avaliada utilizando um método fluorimétrico que mede a hidrólise do substrato sintético 
Hipuril-His-Leu, como descrito anteriormente [56]. Resumidamente, 10µL de plasma e 
10µL de extrato de aorta foram incubados com 2l0µL de solução de ensaio contendo 1 
mmol/L hipuril-his-leu em 0,4 M tampão borato de sódio, pH 8,3 por 20 min. a 37 ° C 
em banho maria. A reação foi interrompida pela adição de 1mL de 0,5 M NaOH. O 
produto dessa hidrólise (his-leu) foi medido fluorimetricamente (excitação 365 nm e 495 
nm de emissão), após a adição de 100 µl de o-ftalaldeído (OPA) nas amostras. Tanto no 
ensaio de atividade plasmática quanto nos aórticos foram adicionadas em duas amostras 
de animais 2R1C água 10µL de inibidores da ECA na concentração de 1mM (perindopril 
ou captopril; n=2) como controles positivos do ensaio. 
  
4.5 Ensaio de atividade da ECA in vitro 
A fim de analisar se o nitrito de sódio pode inibir a atividade in vitro da ECA na 
aorta, outro ensaio fluorimétrico da ECA foi realizado e, para tanto, neste experimento 
foram utilizados apenas ratos Sham e 2R1C tratados com água (n=6 para 2R1C e n=3 
para Sham). Após a terceira semana do protocolo, os animais foram anestesiados com 
tribromoetanol (250mg/kg) e as aortas torácicas foram cuidadosamente retiradas, limpas 
de tecido conjuntivo aderente e de gordura, cortadas em três anéis de aproximadamente 
4mm cada. Em seguida, cada anel foi incubado em cinco diferentes cubas isolados em 
banho de órgãos que continham solução de Krebs (solução salina contendo os sais NaCl, 
KCl, KH2PO4, MgSO4.7H2O, NaHCO3, C6H12O6 e CaCl2.2H20), 95% O2 / 5% CO2 a 
temperatura constante  de 37 ° C por 1 h. Foram adicionadas às cubas adicionadas 100µL 
três soluções concentradas: veículo, nitrito de sódio 20µM, captopril 10µM. Depois disso, 
todas as amostras de aorta foram submetidas a um novo ensaio de atividade da ECA 
descrito na seção acima. 
Observação importante: 
A concentração de nitrito de sódio escolhida para este experimento leva em 
consideração um estudo anterior do nosso grupo [54], no qual foi observado que animais 
tratados com nitrito de sódio 1mg/kg apresentaram a concentração de 2µmol/L no plasma. 
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Sendo assim, para que o nitrito ficasse nessa concentração nas cubas do banho de órgãos, 
foi adicionado 100µL de nitrito de sódio 20µM. 
 
4.6 Ensaio fluorimético in situ – DAF II 
Para avaliar se o tratamento crônico com o nitrito de sódio promove o aumento da 
biodisponibilidade de NO tecidual, foi realizado um ensaio fluorimétrico in situ. As aortas 
foram incorporadas ao composto Tissue-Tek OCT (resina para congelamento rápido de 
tecidos e seção criostática, Sakura Finetek, Torrance, CA, EUA), congeladas em freezer 
-80ºC e seccionadas transversalmente (secções de 5 µm de espessura). As criosecções de 
aorta foram incubadas por 30 minutos em sala escura úmida (37°C) com o corante 
diacetato de 5,6-diaminofluoresceína. (DAF-2DA, 10 μM) [58]. As secções foram 
visualizadas numa microscopia de fluorescência (Leica Modelo SPE, Leica Imaging 
Systems Ltd., Wetzlar, Alemanha) utilizando excitação 490nm e emissão 515 nm. As 
imagens foram capturadas em zoom de 400 vezes. 
 
4.7 Pressão invasiva – curva dose-resposta à bradicinina 
A fim de avaliar se o aumento da biodisponibilidade de NO promovido pelo 
tratamento crônico com nitrito de sódio pode melhorar a queda da pressão arterial média 
(PAM) exercida pela bradicinina, os animais Sham e 2K1C tratados ou não com nitrito 
de sódio (n = 5-7/grupo) foram submetidos a avaliações hemodinâmincas invasivas na 
qual foi administrado uma curva dose-resposta à bradicinina (0,1µg / kg - 10µg / kg) por 
via intravenosa. Para avaliação da pressão arterial média (PAM), os animais foram 
anestesiados com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente) e tiveram 
sua artéria e veia femoral canulada (segmento de 2cm de tubo de PE-10 conectado a 
segmento de 14cm de um tubo PE-50; Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA), como descrito 
anteriormente [51]. O cateter foi tunelizado por via subcutânea e exteriorizado pela parte 
posterior do pescoço. Após a cirurgia, o anti-inflamatório flunixina meglumina (2,5 mg / 
kg, s.c., Banamine®, 5 Schering Plough, Brasil) foi administrado para analgesia pós-
operatória.  
Após 6 h de repouso, a cânula arterial foi conectada a um transdutor de pressão e 
a PAM foi registrada em ratos em movimento livre, utilizando um sistema de aquisição 
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de dados (MP150CE; BiopacSystems Inc., CA, EUA) conectado a um computador 
(Reconhecimento 3.2, para Windows). Antes de coletar dados, permitimos pelo menos 
15 minutos de estabilização. Cada dose da droga foi administrada quando a pressão 
arterial retornou à linha de base após a injeção anterior (5min) e as doses foram escolhidas 
com base em estudos anteriores.  
 
4.8 Ensaio fluorimétrico – DHE 
Para analisar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) produzida nas 
aortas, foi realizado um ensaio fluorimétrico in situ medida pelo dihidroetídio (DHE), um 
corante fluorescente sensível a ROS. Inicialmente, os tecidos foram congelados em OCT 
(Sakura Finetek, Torrance, CA, EUA), sendo colocados logo em seguida em um freezer 
-80ºC.  As criossecções de aorta (5 μm de espessura) foram incubadas à temperatura 
ambiente com DHE (10 μmol/l) por 30 min. O DHE reage com o O2- presente nos tecidos, 
resultando na formação de 2-hidroxietídeo (EOH) e de etídeo, que ao reagirem emitem 
uma fluorescência vermelha no local. Após este período de incubação, os cortes foram 
lavados com tampão salina fosfato (PBS) e fixados em paraformaldeído 4%. Com auxílio 
de um microscópio de fluorescência (Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, England) 
acoplado a uma câmera fotográfica, as imagens dos cortes foram registradas na objetiva 
de 40x, com abertura de lente e luz incidida nas lâminas padronizada para todas as 
amostras (excitação de 550nm e 570nm de emissão). As concentrações de EROs presentes 
nos tecidos foram representadas pela emissão de fluorescência vermelha, como descrito 
anteriormente [58]. A quantificação da fluorescência emitida nas lâminas foi realizada 
utilizando o programa ImageJ (NIH – National Institutes of Health). 
 
4.9 Ensaio quimioluminescente de lucigenina 
A produção de ânion superóxido dependente da NADPH oxidase foi medida nas 
aortas de todos os grupos experimentais através do ensaio quimioluminescente de 
lucigenina. Os anéis de aorta foram transferidos para frascos de luminescência contendo 
1 mL de tampão Krebs-HEPES com pH 7,4. Após 30 minutos de preparação das amostras 
em banho-maria a 37ºC, foi adicionada em cada amostra uma concentração de ciclos de 
não-redox de lucigenina (5 μmol/L) e β-[NAD(P)H] (300 μmol/L) e a contagem de 
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luminescência medida continuamente por 15 min em um luminometro Berthold FB12 a 
37 ° C. Sinais de fundo de anéis aórticos foram subtraídos dos sinais dirigidos por 
[NAD(P)H] e os resultados foram normalizados para o peso seco  das aortas e medidos 
como unidade de luz relativa (RLU)/mg / min, como descrito previamente [59]. 
 
4.10 Análises estatísticas 
Os resultados obtidos neste estudo foram analisados através de ANOVA de duas-
vias, seguidos com testes de Tukey e Bonferroni através do software GraphPad Prism. Os 
valores são considerados estatisticamente diferentes com p<0,05. Os gráficos são 
representados com média ± erro padrão de média (E.P.M). 
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5. RESULTADOS 
 
Com o intuito de averiguar os efeitos pressóricos exercidos pelo tratamento com 
nitrito de sódio combinado ou não com o enalapril em animais hipertensos, foram 
realizadas aferições da pressão arterial sistólica (PAS) por meio de plestimografia de 
cauda ao longo de três semanas de protocolo. Constatou-se que os valores das PAS basais 
foram similares antes da cirurgia. Entretanto, logo após a primeira semana da indução da 
hipertensão é possível observar um aumento significativo dos animais 2R1C comparados 
com os Sham (p<0,05; Figura 9A).  
Após a randomização dos grupos experimentais na segunda semana de 
hipertensão e dos tratamentos realizados, os animais Sham não apresentaram diferenças 
na PAS entre os grupos (Fig. 9A). Nos animais 2R1C, por outro lado, foi observado que 
tanto os animais tratados com nitrito 1mg/kg quanto enalapril 3mg/kg não apresentaram 
queda na PAS durante o (p>0.05; Figura 9A). Já os animais tratados com combinação das 
duas drogas apresentaram uma queda significativa na PAS comparada com o grupo 
hipertenso controle (p<0,05; Figura 9B) 
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Figura 9 – Efeitos de uma dose não anti-hipertensiva de nitrito de sódio na resposta pressórica do enalapril 
em dose não anti-hipertensiva (n=3-4 grupos Sham; n=11-13 grupos 2R1C) (a) Pressão arterial sistólica 
(mmHg) por plestiomografia de cauda em ratos recebendo quatros diferentes tratamentos: água, nitrito de 
sódio 1 mg/kg (nit), enalapril 3mg/kg (enal) e nitrito + enalapril (nit + enal). (b) Mudança na pressão arterial 
sistólica em animais 2R1C durante a semana de tratamento. *P<0.05 vs. grupos Sham; #P<0.01 vs. Sham)  
Tratamentos 
* * 
43 
 
 Em seguida, foi avaliada a atividade enzimática da ECA em amostras de plasma 
e aorta em todos os grupos experimentais. No plasma, os grupos Sham não apresentaram 
diferenças significativas entre os diferentes tratamentos (p>0,05; Figura 10A). O grupo 
hipertenso controle apresentou um aumento significativo na atividade da ECA, que se 
manteve semelhante nos animais hipertensos tratados apenas com nitrito de sódio 
(p>0,05; Figura 10A). Os animais hipertensos tratados com enalapril (com ou sem nitrito) 
apresentaram queda significativa na atividade enzimática (2R1C Enalapril = 4,5 ± 1,2 x 
nmols/min/ml; 2R1C Nitrito + Enalapril = 4,29 ± 0,73 nmols/min/ml; p<0,05; Figura 
10A). 
 Na aorta, os grupos Sham também não apresentaram diferenças estatísticas entre 
os diferentes tratamentos (p > 0,05; Figura 10B). Os animais hipertensos apresentaram, 
assim como na atividade plasmática da ECA, um aumento significativo de atividade em 
comparação aos grupos Sham (Figura 10B) e todos os tratamentos foram capazes de 
reduzir a atividade da ECA (p<0,05; Figura 10B) , sendo que a combinação nitrito + 
enalapril foi capaz de apresentar uma queda significativa tanto para o grupo hipertenso 
controle quanto para o grupo hipertenso tratado com nitrito (Figura 10B)  
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Figura 10 – Atividade enzimática da ECA (n=3-4 grupos Sham; n=11-13 grupos 2R1C) Foi adicionado 
captopril  em amostra do grupo 2R1C como controle positivo da reação (2R1C Captopril  n=2) (A) Plasma 
(B) Aorta; *p<0,05 vs. Grupos Sham; **p<0,05 vs. 2R1C Água; ***p<0,05 vs. 2R1C Nitrito; #p<0,05 vs. 
2R1C Água 
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 A fim de avaliar os efeitos exercidos pelo nitrito de sódio sobre a atividade da 
ECA in situ, foi realizado um novo ensaio em aortas de animais controle (Sham e 2R1C) 
pré-incubadas em banho de órgãos em três incubações distintas: água, nitrito 20µM, 
enalapril 10µM. Nas aortas dos animais Sham não foi observada diferença 
estatisticamente significativa entre as incubações (p>0,05; Figura 11). Já as aortas dos 
animais hipertensos houve um aumento significativo na atividade enzimática (p<0,05; 
Firua 11), e tanto a incubação com captopril quanto com o nitrito de sódio foram capazes 
de diminuir essa atividade (p<0,05; Figura 11) 
 
 
 
Figura 11 – O nitrito de sódio foi capaz de exercer inibição da ECA na aorta in situ. (n=3 Sham e n=6 
2R1C). Foi adicionado perindopril a uma amostra do grupo 2R1C como controle positivo da reação (2R1C 
Perindopril n=1); *P<0,05 vs. Sham; ** P<0,05 vs. 2R1C Água; # P<0,05 vs. 2R1C Água  
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Levando em consideração que o nitrito de sódio pode aumentar a 
biodisponibilidade de NO, podendo assim inibir a ECA em animais hipertensos, foi 
testado se animais tratados com o nitrito tem uma melhora na queda na pressão quando 
submetidos à uma curva dose-resposta à bradicinina. Nos animais Sham, não houve 
diferenças estatísticas entre animais tratados ou não com nitrito, apesar de haver uma 
tendência a serem diferentes na dose de 3 µg/kg (p = 0,57; Figura 12A). Já nos animais 
hipertensos, aqueles que receberam tratamento com o nitrito de sódio apresentaram uma 
maior queda quando comparados com animais não tratados nas doses de 3 µg/kg (Figura 
12B) e 10 µg/kg de bradicinina (p<0,05 Figura 12B). 
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Figura 12 - Alterações na pressão arterial média (PAM) medidas em ratos em movimento 
livre, não anestesiados, em resposta a doses crescentes de bradicinina administrada por via 
intravenosa (0,1 µg/kg-10 µg/kg) em animais (A) Sham e (B) 2R1C (n=5/7 por grupo) 
# P<0,05 vs. 2R1C 
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 A fim de avaliar os efeitos antioxidantes exercidos pelo nitrito de sódio, foram 
realizados dois ensaios bioquímicos distintos: fluorescência por DHE e 
quimiluminescência por lucigenina. No DHE, foi possível observar que nos animais 
Sham não houve diferenças nas fluorescências emitidas entre os tratamentos (p>0,05, 
Figura 13A). Os animais hipertensos controle, por outro lado, tiveram um aumento 
significativo na fluorescência emitida em suas aortas (p<0,05, Figura 13A) e todos os 
tratamentos foram capazes de reverter a produção de EROs na aorta, que ficaram em 
níveis próximos àqueles emitidos por animais Sham (p<0,05, Figura 13B). Para esse 
experimento foi utilizado Tiron (um sequestrador de superóxido) e DPI (um inibidor de 
flavoproteínas) como controles positivos do experimento, os quais foram adicionados a 
amostras de animais 2R1C Água (p<0,05, Figura 13C).  
 Similar à fluorescência por DHE, no ensaio de lucigenina os animais Sham não 
apresentaram diferenças estatísticas entre os tratamentos (p>0,05; Figura 14A), os 
animais hipertensos controle tiveram um aumento significativo no sinal 
quimioluminescente emitido (p<0,05; Figura 14A) e todos os tratamentos  foram capazes 
de diminuir esse sinal (p<0,05; Figura 14A). Assim como na fluorescência por DHE, 
Tiron e DPI foram adicionados em amostras de aorta de 2R1C Água como controles 
positivos do experimento e ambos foram capazes de diminuir o sinal emitido (p<0,05; 
Figura 14B).   
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Figura 13 – Produção vascular in situ de EROs acessada por fluorescência por dihidroetídeo (DHE). (A) 
Representação micrográfica (x400) com fluorescência vermelha em criosecções de aorta. (B) Quantificação 
gráfica da fluorescência emitida em cada grup. (n=6 nos grupos 2R1C; n=3 nos grupos Sham) (C) 
Quantificação da fluorescência por DHE em controles positivos usando aortas de animais 2R1C Água. 
Tiron (1 mmol/L, a sequestrados de superóxido) e DPI (10 mmol/L, inibidor de flavoproteínas) diminuíram 
o sinal de DHE.; *P<0.05 vs grupos Sham; **P<0.05 vs 2R1C Águar; #P<0.05 vs 2R1C Água 
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Figura 14 - Efeitos antioxidantes do nitrito de sódio e do enalapril em ratos hipertensos (A) Quantificação 
da produção de O2 • - avaliada por quimioluminescência derivada da lucigenina. (n=6 para grupos 2R1C e 
n-3 para grupos Sham) (B) Quantificação nos controles positivo utilizando aortas de ratos hipertensos 
controle. Tiron (1mmol/L, um sequestrador de superóxido) e DPI (10mmol/L, um inibidor de 
flavoproteínas) foram capazes de diminuir o sinal quimioluminscente.  
* p<0,05 vs. Grupos Sham; **p<0,05 vs. 2R1C Água; # p<0,05 vs. 2R1C Água 
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A fim de analisar a biodisponibilidade de NO nos tecidos, foi realizado um ensaio 
fluorimétrico de DAF II. Neste experimento, foi possível observar que não houve 
diferenças significativas na intensidade de fluorescência por DAF em todos os grupos 
deste estudo (p>0,05; Figura 15 B)  
 
 
Figura 15 – (A) Visualização in situ de NO em aortas usando a sonda fluorescente de DAF II. (B) 
Representação gráfica da intensidade de fluorescência por DAF II (n=3 para grupos Sham e n=6 para grupos 
2R1C) 
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6. DISCUSSÃO 
 
Os principais resultados obtidos nesse estudo foram: 
(I) O pré-tratamento com nitrito de sódio 1 mg/kg e enalapril 3mg/kg 
isoladamente não provoca a diminuição da pressão arterial em animais 
hipertensos 2R1C, entretanto a combinação das drogas foi capaz de promover 
uma diminuição da PAS. 
(II) O pré-tratamento com nitrito de sódio 1 mg/kg foi capaz de inibir a ECA na 
aorta e melhorar o efeito inibitório do enalapril. Este mesmo efeito não foi 
observado nas amostras de plasma 
(III) A pré-incubação de nitrito de sódio 20uM foi capaz de inibir a ECA em aortas 
de animais hipertensos 2R1C 
(IV) O pré-tratamento com nitrito de sódio 1 mg/kg foi capaz de melhorar o efeito 
pressórico exercido pela BK em animais hipertensos 2R1C 
(V) O pré-tratamento com nitrito de sódio 1 mg/kg foi capaz de diminuir o 
estresse oxidativo em animais hipertensos   
A HAS está associada a diversas alterações estruturais e funcionais no sistema 
cardiovascular, tais como o remodelamento vascular e a disfunção endotelial, que são de 
grande importância para sua manutenção e possível desenvolvimento e progressão de 
outras DCVs. Dentre as alterações associadas à doença, o estresse oxidativo desempenha 
um importante papel na fisiopatologia da HAS em modelos animais, porém ainda existem 
poucas evidências de sua participação na hipertensão humana [13]. Uma das 
consequências do estresse oxidativo é a disfunção endotelial, importante alteração 
funcional associada à HAS, caracterizada pela redução da biodisponibilidade de NO.  
O estresse oxidativo é responsável por diminuir a biodisponibilidade de NO, como 
demonstraram diversos estudos. Tal condição fisiopatológica resulta numa piora da 
vasodilatação e o desenvolvimento da disfunção endotelial, como demonstrado em 
pacientes com hipertensão essencial [60,61]. O NO reage rapidamente com o O2- para 
formar ONOO-, uma ERO extremamente potente que pode se ligar à tirosina nos tecidos, 
exercer peroxidação lipídica e efeitos citotóxicos que culminam em apoptose ou necrose 
[62,63].  A NADPH oxidase e a XOR são algumas das principais fontes de O2- na 
vasculatura e suas atividades são significativamente aumentada na hipertensão. As EROs 
produzidas em excesso contribuem para a oxidação do co-fator tetrahidrobiopterina 
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(BH4), essencial para a função fisiológica da eNOS, a qual sofre desacoplamento, 
afetando diretamente na diminuição da produção de NO e da sua biodisponibilidade [41].  
Dado o fato que tanto o nitrito como o nitrato podem ser convertidos para NO pela 
via nitrato-nitrito-NO [43], diversos grupos de pesquisadores estudam esta via alternativa 
que pode gerar NO a partir de ambos os ânions e exercer efeitos anti-hipertensivos como 
alternativa à via da L-arginina e NOS [64].  Um estudo da década de 1990 foi pioneiro a 
este respeito, aonde descreveram os efeitos anti-hipertensivos do nitrito em animais SHR 
[64] e posteriormente mostraram que o tratamento com nitrito também previne novos 
aumentos na pressão sanguínea nesses animais, embora eles não pudessem demonstrar 
efeitos de redução da pressão arterial [65,66]. 
Dentre os fármacos que são derivados de nitrato ou nitrito, o nitrito de sódio tem 
demonstrado desempenhar um importante efeito anti-hipertensivo e antioxidante na dose 
de 15 mg/kg em diversos modelos de hipertensão, incluindo ratos espontaneamente 
hipertensos (SHR) [65], depleção de NO com N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 
(Tsuchiya, Tomita et al. 2010), DOCA-sal [6] e 2R1C [54,68].  Dentre os efeitos 
promovidos pelo nitrito de sódio na dose 15 mg/kg temos efeito antioxidante nos vasos 
[68] por diminuição da atividade vascular da NADPH oxidase [69], o que pode contribuir 
para reverter a hipertrofia cardíaca e vascular observadas na hipertensão.  
A fim de analisar quais os efeitos antioxidantes do nitrito de sódio, foi realizado 
recentemente num estudo do nosso grupo no qual foi demonstrado que a dose de 1 mg/kg 
também exerce efeitos antioxidantes em animais 2R1C apesar de não proporcionar queda 
na PAS, além de exercer inibição da via mTOR e reverter a hipertrofia vascular [54]. 
Dessa forma, é importante elucidar outros possíveis efeitos exercidos pelo fármaco em 
uma dose não anti-hipertensiva em animais hipertensos 2R1C e se tais mecanismos de 
ação podem influenciar diretamente os mecanismos de ação de fármacos anti-
hipertensivos. Sendo assim, no presente estudo, procuramos avaliar os efeitos exercidos 
pelo nitrito de sódio administrada na dose de 1 mg/kg e se isto pode promover uma 
melhora no efeito exercido pelo enalapril, 
Um estudo anterior do nosso grupo mostrou que o nitrito de sódio 15mg/kg não 
afeta a atividade da ECA no plasma em animais hipertensos, mesmo quando há 
administração de doses crescentes deste ânion [56]. No entanto, nesse estudo a atividade 
da ECA não foi avaliada em leitos vasculares como a aorta ou outros leitos vasculares 
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arteriais, locais onde a ECA e a Ang II exercem um papel fundamental na hipertensão 
devido à sua alta inervação simpática e a abundância de receptores alfa-adrenérgicos [70]. 
Devido a essas características teciduais, a responsividade da aorta e em artérias de 
condutância para a Ang II é mais intensa quando comparada ao plasma e, além disso, há 
também uma maior contratilidade devido a ação contrátil da norepinefrina em receptores 
alfa-adrenérgicos presentes abundantemente nesses tecidos [70]. 
 Sendo assim, estudamos a atividade da ECA nas amostras de aorta e plasma em 
ratos 2R1C. De forma semelhante ao nosso estudo anterior, a atividade da ECA no plasma 
não apresentou diferenças estatísticas em animais tratados com nitrito de sódio 
comparados aos hipertensos controle e a atividade da enzima só diminuiu em animais que 
foram tratados com o enalaparil (Figura 10). Em extrato de aorta, por outro lado, o 
tratamento crônico com nitrito inibiu significativamente a atividade da ECA em ratos 
hipertensos quando comparados com os hipertensos controle e, além disso, quando o 
nitrito é administrado em conjunto com o enalapril, a atividade da ECA apresenta uma 
maior diminuição de sua atividade (Figura 10). Estudos clínicos e em animais tem 
demonstrado que diversos tecidos possuem a capacidade de gerar a ativar componentes 
do SRA promovendo a vasoconstrição pela Ang II, entretanto os efeitos anti-
hipertensivos gerados pela da inibição da ECA estão melhor correlacionados com a 
inibição nos vasos de condutância e resistência do que a inibição plasmática [71,72]. 
A fim de analisar se a inibição da ECA apresentada in vivo pode ser reproduzida 
in vitro, foi realizado um ensaio de atividade da enzima em aortas incubadas em banho 
de órgãos durante 1 hora, contendo veículo, captopril ou nitrito de sódio (este incubado 
para em uma concentração similar a encontrada na aorta em animais tratados na dose 
1mg/kg). Semelhante ao experimento realizado in vivo, o nitrito de sódio foi capaz de 
diminuir a atividade da ECA quando comparado ao grupo controle (Figura11). 
Juntamente com a inibição da ECA promovida pelo nitrito, foi possível observar 
que a BK teve seu efeito pressórico aumentado em ratos 2R1C promovendo maior 
redução da PAM em animais tratados com nitrito em comparação com animais 
hipertensos sem tratamento (Figura 12). Esse resultado provavelmente é devido ao 
aumento da BK endógena promovida pela inibição da ECA juntamente com uma maior 
concentração de nitrito presente nos tecidos, que é capaz de ativar a eNOS [55] e assim 
aumentar o NO produzido. Além disso, parte desse nitrito pode ser convertido a NO, 
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responsável por promover inibição da ECA nos tecidos [73]; sendo assim, animais 
hipertensos tratados com nitrito apresentam uma maior queda na PAM devido a inibição 
da ECA tanto pelo fármaco em si quanto ao NO convertido nos tecidos. Embora o nitrito 
potencialize o efeito do enalapril na PAS quando administrado em conjunto em ratos 
2R1C, esse mesmo efeito não foi encontrado em outros parâmetros como produção de 
EROs na aorta em ensaios fluorimétricos (Figura 13) e quimioluminescentes (Figura 14), 
mostrando que esses fármacos provavelmente tem um efeito anti-hipertensivo aditivo e 
não sinérgico.  
Outro resultado interessante deste estudo é que o tratamento com nitrito 1mg/g 
pode diminuir a produção de EROs. Dentre as principais alterações que ocorrem no 
modelo de hipertensão 2R1C está a disfunção endotelial [74] e essa alteração é atribuível, 
pelo menos em parte, ao aumento da formação de EROs vasculares devido ao aumento 
da atividade de enzimas oxidantes como a NADPH oxidase [69] e a XOR [75], atenuando 
a vasodilatação induzida pela Ach em modelos experimentais de hipertensão [76,77]. 
Estudos do nosso grupo mostraram que o tratamento com nitrito em doses anti-
hipertensivas e não anti-hipertensivas podem reverter o estresse oxidativo [54,68] e este 
efeito, pelo menos na dose anti-hipertensiva, ocorre pela regulação negativa da atividade 
da NADPH oxidase [69] e pela produção de nitrosotióis e espécies nitrosiladas no sistema 
gastrointestinal [55].  
Este é o primeiro estudo a mostrar evidências de que o tratamento com nitrito de 
sódio na dose de 1 mg/kg é capaz de melhorar as respostas do enalapril, também 
administrado em dose não anti-hipertensiva, na HAS por inibir a atividade da ECA na 
aorta in vivo e in vitro (Figura 10 e 11). Dado o fato de que o aumento da ativação do 
SRA é uma característica fisiopatológica importantíssima da hipertensão 2R1C e que os 
inibidores da ECA são amplamente utilizados no tratamento da hipertensão [78], parte do 
efeito anti-hipertensivo do nitrito, quando administrado em uma dose de 15 mg/kg, pode 
provavelmente ser atribuído em partes a esta inibição que ele exerce, além do seu 
conhecido efeito antioxidante. Ou seja, com a diminuição da produção de EROs 
promovida pelo nitrito, estes compostos podem reagir menos ao NO formado a partir da 
via nitrato-nitrito- NO [55] e da BK, esta última promovendo seu efeito vasodilatador 
através da ativação de seus receptores B1R e B2R que por sua vez ativam a eNOS [79].  
Ainda, uma outra possibilidade que poderíamos sugerir sobre o mecanismo de 
ação do nitrito de sódio sobre a inibição da ECA observada nos resultados deste trabalho 
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é a de que ele gere NO através da via nitrato-nitrito-NO (Pinheiro, Tanus-Santos et al 
2017) e este NO produzido iniba a ECA, inibição está já comprovada em estuds anterior 
[80]. Além da inibição da ECA, o nitrito ainda pode agir diretamente na inibição de Ang 
II do receptor AT1, responsável por promover a vasoconstrição e também o 
desenvolvimento do remodelamento vascular [81] 
 Juntamente a isso, o nitrito pode ter revertido parte da disfunção endotelial e 
protegido a função endotelial diminuindo o desacoplamento da eNOS, que por 
consequência aumenta a produção de NO [82] e, ainda assim, esta proteção da função 
endotelial promovida pela administração de nitrito de sódio pode ter ocorrido devido ao 
seu efeito antioxidante. Em estudos anteriores, este efeito antioxidante demonstrou 
contribuir diretamente na função endotelial e no aumento da biodisponibilidade de NO e 
GMPc em animais hipertensos por infusão de AngII [73]. Além disso, com a inibição da 
ECA e maior biodisponibilidade de BK, há também um a produção de NO promovida 
pela BK [79]. Sendo assim, foi realizado um experimento fluorimétrico com DAF-II afim 
de verificar a biodisponibilidade de NO nas aortas de todos os grupos. Neste experimento 
não foi observado nenhuma diferença entre os grupos.  
Devido a isso, este resultado não é confiável devido à ausência de diferenças 
estatísticas entre os grupos, pincipalmente entre os grupos controles, no qual era esperado 
uma significativa diminuição da biodisponibilidade de NO, como já foi observado em 
estudos com animais hipertensos [58]. Não temos uma boa explicação para estes 
resultados. Porém, é possível que o nitrito possa gerar um sinal que se confunda com 
aquele associado ao NO, quando interagem com a sonda DAF-II. O mais provável é que 
as condições e o tempo de armazenamento destas amostras de tecido tenham inviabilizado 
a realização de experimentos com qualidade aceitável. Assim, preferimos não levar tanto 
em consideração estes resultados obtidos com esta técnica.  
Além deste resultado aparentemente negativo, este estudo apresenta algumas 
limitações importantes. Dentre elas, vale destacar que não avaliamos o mecanismo pelo 
qual o nitrito de sódio poderia atuar no organismo para promover a inibição da ECA na 
hipertensão. Também não comparamos esses efeitos do nitrito em diferentes doses (15 
mg/kg e 1 mg/kg).  No entanto, é importante notar que, antes deste estudo, esse 
mecanismo de ação promovido pelo nitrito não era certo nem mesmo quando o nitrito foi 
utilizado em doses anti-hipertensivas. Ainda mais, nossos resultados mostram que o 
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nitrito de sódio realmente tem a capacidade de inibir a produção de EROs, bem como 
inibir a atividade da ECA quando utilizado em uma dose não anti-hipertensiva.  
Estes resultados sugerem que o tratamento com o nitrito pode melhorar o efeito 
anti-hipertensivo do enalapril, talvez tornando este último ainda mais benéfico em doses 
anti-hipertensivas, devido ao efeito aditivo encontrado na PA e explicado em parte por 
inibição da ECA in vivo. Obviamente, nossos resultados terão que ser validados em 
estudos clínicos com pacientes hipertensos. Ainda poderíamos sugerir que o tratamento 
com nitrito de sódio, em dose que não afeta a pressão arterial, poderia resultar em outros 
efeitos protetores cardiovasculares em pacientes expostos a diversos fatores de risco para 
doenças cardiovasculares, tais como dislipidemia, obesidade, diabetes mellitus, entre 
outros. 
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7. CONCLUSÕES 
 
A partir dos resultados obtidos, o presente estudo demonstra que o tratamento com 
nitrito de sódio sem efeito anti-hipertensivo melhora as respostas da pressão arterial do 
enalapril por um efeito aditivo e está associado ao efeito antioxidante do nitrito e à 
inibição da ECA na aorta, que podem consequentemente melhorar os efeitos 
vasodilatadores da BK. Esses resultados podem ter algumas implicações na terapia 
cardiovascular. É possível que a interação entre os inibidores da ECA com nitrito de sódio 
nos vasos sanguíneos possa oferecer uma vantagem significativa em comparação com 
outras drogas anti-hipertensivas. Essa sugestão baseia-se na ideia de que ambas as drogas 
interferem no sistema renina-angiotensina-aldosterona, um importante mecanismo 
fisiopatológico da hipertensão arterial. 
Além disso, o nitrito também pode atuar em outras vias fisiopatológicas da 
hipertensão, como o estresse oxidativo, caracterizado por disfunção endotelial e aumento 
da produção de espécies reativas de oxigênio [15]. Embora esses resultados demonstrem 
consistentemente a inibição da ECA promovida pelo nitrito de sódio, o mecanismo de 
ação resultante disso ainda não foi abordado neste estudo e experimentos futuros em 
estudos futuros devem ser realizados, pois a ECA é um alvo terapêutico altamente 
relevante para a hipertensão. 
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